







A New Strategy for the Evaluation of the Dissociation Constant (Kd) 
of the Inc1usion Host-Guest Complex， with Use of Nuc1ear 
Magnetic Resonance (NMR) Spectral Method 
Ichiro TAKAHASHI， Akihiko NOMURA， and Hidehiko KITAJIMA 
(Received Feb. 25， 1992) 
Based upon the 1 H NMR spectra， a new calculation strategy of dissociation constant 
(Kd) and its standard deviation (σKd) is described. We believe that this strategy has 
a wide adaptability to various experimental conditions and would retrieve us from the 
traditional but restricted experimental condition， [GuestJ = constant. Centering on such 


















蛍光光度法では、各成分の漉度が 1O-s....l 0-6M 
程度なので、式[1 0 ]の(法度項(後出)を無
視できる。 従って、データの処理 ( Hildebrand-






これに対し、 NMR法では、各成分の温度が 10 -2 
"-'10-4M程度と濃いため、 式[1 0 ]の(謹度)2 
項を無視できない。 従って、データの処理は「曲線
(無理式)の当てはめ」とならざるを得ない弱点を持
つ (5)。 しかしながら、ゲスト (orホスト)のプ






















1 : n= 4 
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??G H + 
を平衡時の錯体温度とすると、質量作用‘x' ‘b'をゲスト初謹度、‘主主'をホスト初濃度、







> 0 > x min [a， b ] 
> 0 Kd 
の時に限られる。









(b-x) : x 
もし、フリーなゲスト (freeguest)と錯体形成し
ているゲスト (complexedguest)のシグナルを別々
に観測できたとすれば、これらのシグナル(O f ree 
(8) Time -Averaged Appearance 
ratio 01 
intervals 





















Typical appearances of 1 H NMR 







DD = L1δmax d complex δぁ
Aδ = dobs ・ dfree
[5] 
[6] 
これらを用いて、立ι三、 δcompleh および宣旦三の聞の関係は、式[7 ]のように表される。











(a圃 x) (b-x) = Kd x [9] 
式 [9]を‘x'の降ベきの頗に整理すると:
xP.(a+b +kd)X+ab =0 [10] 
ここで、
2 . 01 .2 D = (a + b + Kd)ー4ab= (a圃 b+ Kd r + 4b Kd > 0 [11] 
a +b +ι> 0 [1勾
4b Kct > 0 [1司
であるから、 2次方程式[1 0 ]は、 2つの正で異なる実根を持つことになる。

















curve fitting procedure (互旦L工)、 Doughertyらの改良されたLeveberg-Marquardtprocedure 






y = (a -x) (b -x) 





bt1δ =一一一一 [1句00 
ここで、各種の記号に付ける添字 i、jの内容を次のとお








Fig. 2 Appearances of equations 
16 and 17 on xy-plane. 
のサンプル数)とする。 第 2添字‘ヰ'は旦旦の仮の値とそれに基づいて求めた値の種類を示し、
‘m'は種類の総数とする。
a = Bj I for i = 1 to n; 
b = bj I for i 1 to n; 
Aδ= t1d" for i 1 to n [1句
12 
i = 1 to m; for = DD/I DD 
i = 1 to m; i = 1 to n， for '~IJ 1 X 
[20] 
2，…， m)を定めることにより、 X'Jを
j = 1 to m i=1tonl 
DDj (j=l， b.o， (i=1，2，…， 
式[1 8 ]から、また、平]を式[1 6 ]から求める。
for 
n)から、





















である(1 2 )。 従って、 DDJを段
階的に変化させて得られたム Jを連ねた 5.0 
(“壬~")





Orientation of data points Alj (xlj. Ylj) 
on a series of oquations: 
Ylj -(a/-xlj)(bl-Xlj) (; '" 1 to 14; J = 1 to 7). 
The graph was obtained from a theoretical calculation 
・2assumlng Kd" 2.0 X 10-~ (M). s/b -constant = 1 and DD ・
1.00. where DD4 -00. Each 01 the black (or white) circles 
Indicates the obtained AIf (xlf. YIf). Each of the do1ted 
curves indicate a fragment 01 the following equation: 


































































核磁気共鳴 (NMR)スベクトルは、 JEOL JNM-FX 100 Fourier transform NMR spectrometer 
(1 H. 100 MHz)で測定した。 pH(pD)は、 Toyodigital pH/mV meter Model PT-3D (ガラス
電極)を、標準緩衝液 (pH6.88 & 1. 68)で調整して測定した (li)。
ホスト化合物(1""4)は、先に報告された方法 (8h，1， i，g)を用いて合成した。 ま
た、ゲスト化合物 (5"-'15)は、 SigmaChemical Co.もしくは AldrichChemical Co. から購
入した特級試薬を必要に応じて精製(再結晶等)して使用した。
サンプルの調製 4級塩ホスト (1'"'-'3)の D20溶液もし
くはTCP44(4)の DCI-D20溶液 (pD1. 2)に適量のゲ
スト化合物を溶かして調製した'-1.豆) 0 p Dは、 Glasoeと
Longによって報告された関係に基づいて換算した (pD= pH 























10 OH H H H 
11 NH2 H H H 8 
12 NH2 H H -P(O)(ONa)2 
S03Na 
13 NH2 H -P(O) (ONa)2 H 
9 H3C (CH2)6C H2S03Na 14 NH2 >P(O)(ONa) H 
?
?
























































































全立日ぇ (DD) 、~、企巳の決定: プログラム rC 0 M P L E X 2 J (Table 6として論文末
に収録、 BASIC言語を使用。)を用い、 NECPC-9801 VM21を使用して計算した。 このプログラム
は、本論文の前半で述べた方法論を反映したものである。
4皇. 来吉長畏
lH NMRの濁定: 化学シフト変化値(ム δ; 式[6 ]で定義)を Table1 '"3に示した。
負の値はシグナルの高磁場へのシフトを意味する。 註の添字‘ c'のある値は、近接シグナルの
存在等の理由により、不正確である旨、測定者から報告のあったものである(よ豆)。
主立旦三(旦12)、Kd、監iの決定: 企日が最小値を示したときの各値を記録した。 Table1 
および2に基づく計算結果は Table4に、 Table3に基づく結果は Table5に、各々記載した。
Table 1. Ab values of the protons of Guest in the presence of Host in 020 
Guest 5 (10 mM) 6 (10 mM) 7 (10 mM) 8 (10 mM) 9 (10 mM) 
Host mM CH2 arom H1 H3 H4 H2 H3 CH3 CH3 (CH2)6 CH2 CH3 CH3 CH2 CH2 
10 ・0.216 ・0.541 -1.552 ・0.523 ・1.394 -1.409 ・1.698 ・0.556 -0.089 ・0.224 ・0.123C
15 -0.277 ・0.698 -1.743 ・0.584 -1.567 -1.550 -1.870 ・0.623 -0.104 ・0.274 ・0.143
20 ・0.331 ・0.830 -1.841 ・0.615 ・1.657 -1.617 ・1.954 ・0.652 -0.114 ・0.298 ・0.162
25 ・0.375 ・0.945 -1.903 ・0.639 ・1.709 -1.634 ・1.979 ・0.652 -0.142 ・0.355 ・0.181




























































10 a a -0.258 -0.164 ・0.324 ・0.194 -0.202 ・0.251 ・0.181 ・0.204
15 a a -0.286 -0.192 ・0.385 ・0.196C -0.276 ・0.342 ・0.246 ・0.276
3 20 a a -0.322 -0.222・0.441 ・0.259 -0.319 ・0.394 ・0.285 ・0.318
25 a a 0ー.351 -0.236 ・0.471 ・0.275 -0.363 -0.447 ・0.322 ・0.364
30 b b b b b b b b b b 
8_. b 
cUncertainties are reported by operator(s) (See Text). The signals are buried in those of the Host. -Not measured 
Table 2. Ab values of the protons of Guest in the presence of Host 2 in D20 
Guest 10 (10 mM) 11 (10 mM) 12 (10 mM) 13 (10 mM) 14 (10 mM) 
Host mM H2 He H1・ He H1， Ha H1・ H2 Ha H1・ H2 ト-18 H1， 
10 -0.075 ・0.064 ・0.032 -0.536 -0.162 -0.584 ・0.227 -1.396C・1.495C-0.499 -0.900 ・1.089 ・0.371
15 ・0.098 ・0.081 ・0.041 -0.627 ・0.200 -0.642 ・0.244 -1.528 ・1.712 ・0.548 -1.050 ・1.277 ・0.430
2 20 ・0.122 ・0.100 ・0.042C -0.828 ・0.252 -0.672 ・0.252 -1.587 ・1.776 ・0.565 -1.186 ・1.444 ・0.485
25 ・0.143 ・0.117 ・0.060 -0.928 ・0.284 -0.697 ・0.263 -1.630 ・1.824 ・0.587 -1.236 ・1.507 ・0.502
30 ・0.157 -0.125c -0.064 -0.989 ・0.302 -0.726 ・0.281 -1.685 -1.879 ・0.624 -1.297 ・1.574 ・0.526
cUncertainties are reported by operator(s) (See Text). Eト~
16 
，、，、
Table 4. Admax. K.d• ι"kd and other related parameters obtained from calculations (partη 















































































































































































































































Table 5. Admax. K.俳句dand other related parameters obtained from calculations (port 2) 
100o1Kd(哨)-log Kd (M) Okd(M) Kd(M) Data Points ムOmax(ppm) Host Atom Guest Entry 
a 6 0.8 1.81E・41.65 2.21E・2-0.83 H o 4 (R)・15
a 
5 0.2 3.54E・51.80 1.59E・2-0.83 H ロ4 (5}-15 2 
b 
7 1.8 3.35E・41.72 1.90E・2-0.79 H α 4 (R)幽 153 
b 6 
8Calculations by use of data of Run 1 through 6 in Table 3. 
0.7 
bRun 7 is also used. 
1.01E・41.83 1.49E・2-0.81 H α 4 (5)・154 
17 
T abl e 3. d.b values of the benzyl ic protons 
of Guests (R15ト15in the presence 
of Host 4 in OCI・020(pO 1.2) 
(5)・15(R) -15 































aThis signal is buried in that 01 HDO. 
-0.569 10.0 60 7 
ヨ雪婁巽
コンビュータ一計算では、 DDMAX(企宣旦と)を自動的に小刻みに変えていくことにより、
自然にS1 G MA (企日)の最適の最小値を突き止めることが出来る。
5 _ 
SIGMAをDDMAX
5に示す(1 9) に対してプロットしたグラフの一例をFi g. 
ここに示すDDMAXの範囲では、 SIGMAは
DDMAXの2次式(下に凸)として表すことができ




















Fig. 5 Plot of DDUAX vs. SIGUA. 





































5、8( 1)では Entry 1、3、(QCP44 
およびゲス(2 )では Entry 1 1'" 1 5 ) QCP66 
• log Kd・
Fig. 6 Plot of -logKd vs. 1000，此.t:JKd.
Calculations were obtained from: 0，5 data 
points;ロ， 4 data points; ム3data points. 
7-DHN (6)では Entry3、





(4 )によるマンデル酸((R) -15および (S)-15)の不斉認識は、今や定量的に議論出
Table 5に示したように、京d聞の差異 (Entry 1対2
不斉認識の決定:
Entry 3対4)来ることになった。















Table 6. Program 1ist of COMP1EX2 in BAS1C Programming 1anguage 
1000 1 長 i~ 帯時号世帯世奇骨世帯告書骨畏骨骨署長骨骨骨卦器世帯器時骨骨骨世帯持骨量奇号H~骨量発器量品世世帯持器時器養器
1010 r者 妊
1020 r輔 CA1CU1ATIONOF DDMAX， KD AND S1GMA (COMP1EX2) 普
1030 li~ 







































1210 I SYX 
COMMENT ON CA1CU1AT10N 
NUMBER OF DATA P01NTS 
CONCENTRATION OF HOST 
CONCENTRAT10N OF GUEST 
CHEMICA1 SH1FT CHANGE 
TEMPORARY 1N1T1AL VALUE FOR DDMAX 
1NCREASE OF DDMAX 1N EVERY CYC1E 
TEMPORARY UPPER 11M1T VA1UE FOR DDMAX 
MAXIMUM CHEM1CAL SH1FT CHANGE 
CONCENTRAT10N OF HOST-GUEST COMP1EX 
SUM OF X .'2 
SUM OF X告主
DISSOC1AT10N CONSTANT OF HOST-GUEST 
COMP1EX 
1220 I S1GMA STANDARD DEV1AT10N OF KD 
1230 I 
1240 I 
1250 D1M A(20)，B(20)，D(20)，X(20)，Y(20) 
1260 1NPUT "COMMENT ";C$ 
1270 1PRINT:1PRINT " ";C$;:1PRINT:1PR1NT 
1280 INPUT "NUMBER OF DATA P01NTS ";N 
1290 FOR 1=1 TO N 
1300 INPUT "CONCENTRATION OF HOST ";A(工)
1310 INPUT "CONCENTRAT10N OF GUEST ";B(1) 
1320 1NPUT "CHEM1CA1 SH1FT CHANGE " ; D (I) 
1330 NEXT 1 
1340 1NPUT "TEMPORARY 1N1T1AL VALUE FOR DDMAX ";DDMAXO 
1350 1NPUT "INCREASE OF DDMAX 1N EVERY CYCLE ";DELTD 
1360 1NPUT "TEMPORARY UPPER L1MIT VALUE FOR DDMAX ";DMAX 
1370 DDMAX=DDMAXO 
1380 FOR 1=1 TO N 
1390 X(工)=B(工)告D(工)/DDMAX
1400 Y(工)=(A(1)-X(1))帯 (B(I)-X(1))
1410 NEXT 1 
14之oSXX=O.O 
14.30 SXY=O.O 
1440 FOR 1=1 TO N 
1450 SXX=SXX+X(1)ハ2
1460 SXY=SXY+X(1)持Y(1)
1470 NEXT 1 
1480 KD=SXY/SXX 
1490 SYX=O.O 
1500 FOR 1=1 TO N 
1510 SYX=SYX+(Y(工)-X (I)骨KD)""'2
1520 NEXT 1 
1530 S1GMA=SQR(SYX/((N-2.0)輯SXX))
1540 LPR1NT " DDMAX=";DDMAX;" KD=";KD;" S1GMA=";S1 
GMA; :LPR1NT 
1550 DDMAX=DDMAX+DE1TD 
1560 IF DDMAXくDMAXTHEN GOTO 1380 
1570 E1SE 
1580 LPR1NT:LPRINT "1 A(I) B(I) D 
(工)":LPRINT
1590 FOR 1=1 TO N 
1600 LPR1NT "";1;" ";A(工);" "; B( 1) ;" " 
; D(工);:LPRINT 
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“f(x) "は‘x'が大きくなるに従って、直線(式[1 7 J )から離れて行くことが証
明出来ているのは、次の条件の場合である:
a 
一一一 = k 
b 







Kdjxij = (a; -xij ) ( b;-Xij) + eij・ [8]
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